XXl Congresso de
Iniciacao Cientifica da

i + Unicamp

%

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE AGENTES ETIOLOGICOS
ASSOCIADOS A SURTOS TRANSMITIDOS POR ALIMENTOS

Palavras-chave: genes de viruléncia, antimicrobianos, resisténcia bacteriana

Aluna: Maria Eugénia Betim
Orientadora: Nathalia Cristina Cirone Silva

INTRODUCAO

A cada ano, bilhdes de pessoas estdo em risco de sucumbir a doengas transmitidas por
alimentos (DTA), milhdes adoecem e muitos morrem apds consumo de alimentos contaminados
(WHO, 2015; FDA, 2020; FDA, 2021). Grande parte desse quantitativo ¢ relativo ao consumo de
alimentos contaminados por Campylobacter sp., Salmonella sp. e E. coli, que apresentam niveis
crescentes de resisténcia aos antimicrobianos comumente usados (WHO, 2021). No Brasil, segundo
dados oficiais do governo, em 78,4% dos surtos, o agente etiologico ndo ¢ identificado, sendo ovos,
carnes e leites e derivados alguns dos principais alimentos envolvidos (Ministério da Satude, 2020).

Outra questdo importante em saide publica é o aumento da resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos. Os seres humanos e outros animais podem ser portadores de micro-organismos
resistentes a antimicrobianos. Quando os animais sdo abatidos, essas bactérias podem contaminar a
carne in natura ou outros produtos de origem animal, sendo veiculos de transmissao para o ambiente ¢
comunidade (CDC, 2021; CDC, 2021). Assim, a vigilancia de micro-organismos resistentes a
antimicrobianos na cadeia alimentar é essencial, sendo essa estratégia, uma das formas de destacar a
ameaca da resisténcia microbiana em alimentos a saude publica. Quanto maior a informacdo em
relagcdo aos patdgenos de origem alimentar resistentes, melhor a orientacdo para a gestdo de riscos € a
acdes politicas em relacdo ao tema (WHO, 2021).

A busca pelos patdogenos isolados em alimentos de origem animal e seus genes de viruléncia
resisténcia esta relacionada ndo s6 com os aspectos econdmicos, mas também com a questdo da Satde
Unica (One Health), sendo um conceito sobre a relagdo entre a medicina humana, o animal e o meio
ambiente e seus impactos na saude tanto humana quanto animal. Além disso, a identificacdo de
resisténcia fortalece a recomendacdo do uso racional de antimicrobianos para reduzir a resisténcia
antimicrobiana, através do ‘“Plano de acdo nacional de prevencdo e controle da resisténcia aos
antimicrobianos”, no ambito da Satde Unica do Ministério da Satde, com agoes também do MAPA
(Brasil, 2018).

METODOLOGIA

Foram recebidos isolados de patdégenos isolados pelos laboratorios de referéncia provenientes
de amostras relacionadas ao surto de alimentos, isolados retrospectivos e no periodo de julho de 2023
e junho de 2025. As amostras de alimentos provenientes de surtos foram analisadas em rotina nos
Instituto Adolfo Lutz (IAL) do estado de Sao Paulo. Os isolados foram enviados a nosso laboratorio.
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Imagem 1. Identificacdo dos isolados

Cédigo Espécie Data de isolamento
4795 E coli 07/05/2024
893 E. coli 22(03/2024
997 E. coli 22(09/2023
38/22 E. coii 06/07/2022

4c Salmonelila Enteritidis 09/01/2014
5C Salmonelila Enteritidis 09/01/2014
270 Salmonella Panama 23/05/2019
41C Salmonella Braenderup 16/04/2024
20C Salmonelia Corvalis 26/02/2016
35024 5. Minnesota 28/05/2024
71C Shigelia fiexnerii 08/10/2023
72C Shigelia flexnerii 08/10/2023
93C Shigelia flexnerii 1312/2017
85C Shigella flexneri 2a 3001012017
80C Shigeila flexnerii 2a 2601012017
84C Shigeila flexnerii 2a 2601012017
9355 Shigella flexneni 2a 20/11/2012
26C Shigelia sonnej 15/03/2017
32C Shigelia sonnej 15/03/2017
42C Shigelia sonnei 22/03/2017
46C Shigelia sonnei 23/03/2017

94.1/24 Staphylococcus aureus 07/07/2024
40/22 Bacillus cereus 12/05/2022
167 Bacillus cereus 20/03/2019

Com o objetivo de aprofundar a caracterizacdo gendmica dessas cepas, foi realizada a
extragdo de DNA genOmico, para posterior sequenciamento, utilizando o kit comercial da Qiagen
(DNEasy Power food Microbial Kit), seguindo o protocolo do fabricante. A identificagdo do
sequenciamento do genoma de cada isolado foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM), utilizando a tecnologia Illumina, e teve biblioteca gerada conforme seu
protocolo, através da plataforma NextSeq
(https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms/nextseq.html). Para possibilitar a analise
gendmica, primeiramente foi realizada a ferramenta FastQC (https://github.com/s-andrews/FastQC)
para verificar a qualidade das sequéncias obtidas, seguida da montagem desse genoma através do
sistema  operacional de cdodigo aberto Linux utilizando o codigo  Unicycler
(https://github.com/rrwick/Unicycler).

Em seguida, foi realizada a busca pelos genes de viruléncia e de resisténcia dos isolados,
através do cddigo Abricate (https://github.com/tseemann/abricate), para viruléncia, onde foi possivel
visualizar a presen¢a dos genes e seu respectivo produto. Os genes documentados foram aqueles que
obtiveram sua identidade acima de 97%, a fim de garantir maior acuracia nos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Foram realizadas buscas pelos genes de viruléncia dos isolados trabalhados, através do codigo
aberto do Linux, Abricate, respectivamente. A partir dessa andlise, foi possivel observar quais os
genes presentes nos isolados e seu respectivo produto, com o objetivo de entender melhor o perfil da
bactéria. Os resultados foram apresentados na Tabela 1, abaixo, onde nela é possivel ver os genes de
viruléncia encontrados nos isolados de Salmonella, E. coli, Shigella e S. aureus.

Tabela 1. Genes de viruléncia das espécies de isolados trabalhados

Espécies Salmonella spp | E. cali ‘ Shigelia spp |s aureus|
Produto do gene
Genes | 4c | sC [ 270 | #1c [ 20C [3624] 803 [ 997 [38r22] 71c [ 72c [ vac [ ssc [ soc [ sac [ 32c [42c [ 46C [ 941124
85aG + + - + - + - + + - - - - - - - - - - Proteina da agulha do sistema de secrecio tipo lll
prgJ + + = + + + = + + - - - - - - - - - - Proteina interna do sistema de secrecio tipo lll
prgl + + = + + + = + + - - - - - - - - - - Proteina da agulha do sistema de secrecdo fipo lll
ssaFE + + - + + + = + + o = - = = = B = - - Chaperona para sseB
csgC + + - + + + - + + - - - - - - - - - - Proteina de montagem curli
ssaH + + - + + + - + + - - - - - - - - - - Proteina interna do sistema de secregdo tipo lll
sseA + + = + + + = + + = = = = = - Chaperona para 5B e ssel
ssal + + - + + + - + + - - - - - - - - - - Proteina interna do sistema de secregéo tipo Il
spaQ + + - + + + - + + - - - - - - - - - - Profeina de exportagdo do sistema de secrecdo fipo Il
ssas + + - + + + - + + - - - - - - - - - - Proteina interna do sistema de secrecdo tipo Il
ssaP - + - + - + - + - - - - - - - - - - Proteina da agulha do sistema de secrecdo fipo lll
asth = + = = + - - - - - - Enterctoxina estavel ao calor
daaC - - + - - - - = = = = = = = - Proteina usher DaaC
daaF - = + = + = = - = = = - = = - Proteina DaaF
papl - - + - + - + - - - = Proteina reguladora
afah = = + o + = = - = - - - - - - Principal subunidade fimbrial/adesina resistente 3 manose
papB - - + - = = > = = = + - B B B B B B B Proteina regulatdria
draP - - - - - + - = = = = = B = - = = - Proteina DraP
ssaM + B = - - - - + - - - - - - - - - - Proteina interna do sistema de secrecao tipo Il
arvA + + - - - - - - - - = = = > B B B B B Gene de viruléncia relacionado com gifsy-2
pefB + - > = = - B B B B B - Proteina reguladora das fimbrias codificada por plasmideo
mxil = o o = + = + + + + + + + Proteina interna do sistema de secrecdo tipo 1l
epalld - - . . = = = + = + + + + + + + Proteina interna do sistema de secrecio tipo 1l
ospE1 - - . . = = = + = + + + + + + + Efefor do sistema de secrecio tipo 1l
spad - - - - - - - + - + + + + + + + - Proteina de exportacdo do sistema de secreco fipo Il
ipgE - - - - - - - + = + + + + + + + Chaperona do sistema de secregdo fipo 11l
ospE2 = = o o B B = + = + + + + + + + Efetor do sistema de secregdo fipo Il
girA = = = = B B = + - + - + + - - - Translocase de glicose ligada a bactoprenol
mxiH - - - - - - - + - + + * + + + + Profeina da agulha do sistema de secreco tipo lll
gspl - - - - - = > = = = + B B B B B B B Proteina da via de secrecdo geral
hid - - = s = = > B B B = - - - - + Delta-hemolisina
scn B = = = B B - - - - - - - - - - - - + Inibidor do complemento SCIM
isdG - - . . = = = = = = = - = = = - = - + Proteina determinante regulada pelo ferro
icaD - - - - = = = = = =2 - - - - - - - - + Proteina de adesdo
esxA - - - - - - - - - - = = = = = = = = + Proteina do sistema de secrecdo fipo VII
sspC - - - - - = = = = o = - = = = B = - + Estaphostatina B

Legenda: + presenca do gene, - auséncia do gene

Em uma andlise geral, a matriz de viruléncia demonstrou perfis caracteristicos para cada
género bacteriano (Madigan et al. 2016). Os isolados de Salmonella spp. apresentaram um conjunto
de genes relacionados ao sistema de secrecao do tipo III, como ssaG, ssaH e sseA, evidenciando o seu
potencial invasivo e sua capacidade de manipular as células hospedeiras durante o periodo de invasdo
(Coburn, Grassl e Finlay, 2007). Ja as cepas de E. coli apresentaram genes referentes a associacao de
adesinas fimbriais e fatores de colonizacdo, como afaA e papB, além de genes relacionados a
produgdo de enterotoxina, como astA, podendo sugerir a presenca de linhagens com um perfil
enterotoxigénico (Kaper, Nataro e Mobley. 2004). Em relacdo aos isolados de Shigella spp., houve
ampla presenca de genes presentes em plasmideo de invasdo, como spal3, ipgE e gtrA, compativeis
com uma caracteristica altamente invasiva da bactéria (Sansonetti. 2001). Por fim, a cepa de S. aureus
apresentou genes envolvidos na producdo de biofilme, como icaD, e produg¢do de fatores de
viruléncia, corroborando com o potencial de patogenicidade dessa espécie de bactéria (Otto. 2014).
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